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virussykdommen	for	norsk	 lakseoppdrett.	Sykdommen	har	de	siste	årene	 ført	 til	 store	
økonomiske	 tap	 i	 næringen,	 samt	 fiskevelferdsmessige	 problemer.	 Den	 viktigste	
faktoren	 for	 å	 bekjempe	 fiskesykdommer	 er	 forebyggende	 tiltak,	 der	 vaksinering	 av	
fisken	 er	 et	 av	de	 viktigste	 tiltakene.	 I	Norge	 finnes	det	 godkjente	 virusvaksiner,	 også	
mot	 PD,	 men	 disse	 gir	 kun	 begrenset	 beskyttelse.	 Robertsen´s	 forskningsgruppe	
undersøker	 om	 interferoner	 (IFN)	 kan	 benyttes	 til	 å	 forebygge	 virusinfeksjoner	 hos	
atlantisk	laks	(Salmo	salar	L).	 IFN	blir	produsert	og	skilt	ut	 fra	virusinfiserte	celler	der	
de	 binder	 seg	 til	 reseptorer	 på	 andre	 celler,	 som	 initierer	 produksjon	 av	 antivirale	
proteiner.	 IFN	 hos	 laks	 har	 lav	 sekvenslikhet	 og	 binder	 seg	 til	 ulike	 reseptorer,	 dette	
tyder	på	at	de	har	forskjellige	funksjoner	i	fisken.	Denne	oppgaven	hadde	to	hovedmål.	
Først	 ble	 det	 undersøkt	 om	 intramuskulær	 (i.m)	 injeksjon	 av	 IFN-plasmider	 (pIFN)	
kodet	med	gen	 for	 IFNa,	 IFNb	eller	 IFNc	 førte	 til	produksjon	av	antiviralt	Mx-protein	 i	
eksokrin	 pankreas.	 Pankreas	 ble	 undersøkt	 da	 dette	 er	 et	 av	 målorganene	 for	 SAV.	






injeksjon.	 Ti	 uker	 etter	 injeksjon	 ble	 det	 detektert	 uttrykk	 av	Mx-protein	 i	 eksokrine	
celler	både	fra	fisk	injisert	i.m.	med	IFNb-	eller	IFNc-plasmid.	IFNc	ga	et	sterkere	uttrykk	
av	Mx–protein	sammenlignet	med	IFNb.	For	å	undersøke	om	p-IFN	ga	 laks	beskyttelse	
mot	 SAV-3	 infeksjon	 ble	 kvantitativ	 virusmengde	 i	 blod	målt	med	 qPCR	 en	 uke	 etter	
infeksjon.	I	tillegg	ble	histopatologiske	forandringer	i	virusets	målorganer	undersøkt	tre	
uker	etter	infeksjon.	IFNb	og	IFNc	ga	henholdsvis	signifikant	og	meget	signifikant	lavere	
virusmengde	 i	 blod	 sammenlignet	med	 kontrollgrupper.	 Alle	 fisker	 injisert	med	 IFNa-
plasmid	eller	 IFNb-plasmid	hadde	uttalte	 forandringer	 i	pankreas	og	hjerte	etter	SAV-


























































































Virussykdommer	 utgjør	 en	 av	 de	 største	 utfordringene	 for	 oppdrett	 av	 atlantisk	 laks	
(Salmo	 salar	 L.).	 I	 Norge	 er	 kontroll	 av	 virussykdommer	 nedfelt	 i	 forskrifter	 som	
omfatter	 forebygging,	 begrensning	 og	 bekjempelse	 av	 smittsomme	 sykdommer.	
Smitteforebyggende	 tiltak	 som	 soneinndeling,	 generasjonsskille,	 utslakting	 og	
brakklegging,	og	regelmessig	renhold	av	utstyr	benyttes	 for	å	 	hindre	smittespredning	
av	 infeksiøse	mikrober,	 som	 virus.	 Ved	 økt	 dødelighet	 eller	mistanke	 om	 listesykdom	
skal	helsekontroll	 gjennomføres	 slik	 at	 sykdom	raskt	kan	påvises	og	bekjempes	 (FKD,	
2008a,	 FKD,	 2008b).	Det	 er	 også	 innført	 avl	 av	 laks	med	 økt	motstandsdyktighet	mot	
virus	for	å	få	bukt	på	sykdommen	infeksiøs	pankreas	nekrosevirus	(IPNV)	(Storset	et	al.,	
2007).	En	av	de	viktigste	faktorene	for	suksess	og	vekst	innen	lakseoppdrettsnæringen	
er	 effektive	 vaksiner	 (Brudeseth	 et	 al.,	 2013).	 Et	 godt	 eksempel	 på	 dette	 er	
bakterievaksiner.	 På	 grunn	 av	 effektive	 vaksiner	 anses	 ikke	 bakteriesykdommer,	med	
unntak	av	vintersår,	som	et	problem	i	næringen	(Hastein	et	al.,	2005,	Bornø	og	Lineaker,	
2015).	 Det	 eksisterer	 derimot	 få	 effektive	 vaksiner	 mot	 virussykdommer,	 noe	 som	
skaper	 store	 utfordringer	 for	 oppdrettsnæringen	 (Kibenge	 et	 al.,	 2012).	 Dette	 er	
illustrert	 i	 Figur	 1,	 som	 viser	 de	 viktigste	 virussykdommene	 i	 norsk	 oppdrett	 av	
laksefisk.	 Her	 observeres	 en	 økende	 trend	 av	 antall	 lokaliteter	 med	 påvist	 sykdom	
forårsaket	 av	 infeksiøs	 lakseanemi	 (ILA),	 hjerte-	 og	 skjelettmuskelbetennelse	 (HSMB),	
kardiomyopatisyndrom	 (CMS)	 og	 PD	 (Bornø	 og	 Lineaker,	 2015).	 Den	 mest	
tapsbringende	virussykdommen	i	norsk	fiskeoppdrett	forårsakes	av	salmonid	alfavirus	
(SAV)	og	 fører	 til	pankreassykdom	(PD)	hos	 laksefisk	 i	 sjø	 (Bornø	og	Lineaker,	2015).	
Gjennom	 soneforskrifter	 benytter	 Norge	 en	 tredelt	 bekjempelsesstrategi	mot	 to	 ulike	
varianter	 av	 viruset,	 SAV2	 og	 SAV3.	 Forskriftene	 omfatter	 en	 rekke	 smittehygieniske	
tiltak,	i	tillegg	til	rask	utslakting	og	brakklegging	av	anlegg	ved	påvisning	av	sykdommen	
i	 visse	 områder	 (FKD,	 2007,	 FKD,	 2012,	 FKD,	 2015).	 Kommersiell	 vaksine	 er	 også	
tilgjengelig	 som	 forebyggende	 tiltak,	men	denne	gir	kun	en	begrenset	beskyttelse	mot	
PD	(Jensen	et	al.,	2012).	Til	tross	for	strenge	tiltak	og	vaksinering	er	forekomsten	av	PD-








Figur	 1.	 Viktige	 virussykdommer	 hos	 laksefisk	 i	 Norge.	Figuren	viser	antall	nye	 lokaliteter	med	påvist	 sykdom	




Atlantisk	 laks	har	 i	utgangspunktet	et	velutviklet	medfødt	 immunforsvar	og	er	relativt	
motstandsdyktig	 mot	 virussykdommer.	 Interferonsystemet	 utgjør	 den	 viktigste	




svekke	 fiskens	 førstelinjeforsvar,	 og	 dermed	 gjøre	 den	mer	mottakelig	 for	 infeksjoner	
(Robertsen,	2006,	Robertsen,	2011).	Robertsens	 forskningsgruppe	undersøker	om	IFN	
kan	benyttes	til	å	beskytte	laks	mot	virusinfeksjoner.	Gruppen	har	vist	at	intramuskulær	
(i.m.)	 injeksjon	 IFN-plasmid	 (pIFN)	 gir	 høy	 beskyttelse	 mot	 infeksjon	 av	 infeksiøs	












Pankreassykdom	 ble	 først	 beskrevet	 i	 Skottland	 i	 1976	 og	 forårsaker	 sykdom	 hos	
laksefisk	 i	 en	 rekke	 land	 i	 Europa	 (Munro	 et	 al.,	 1984,	McLoughlin	og	Graham,	2007).	
Viruset	 er	 medlem	 av	 slekten	 alfavirus	 i	 familien	 Togaviridae.	 Til	 nå	 er	 seks	
undergrupper	beskrevet,	SAV1-SAV6	(Nelson	et	al.,	1995,	Fringuelli	et	al.,	2008).	I	Norge	
eksisterer	to	varianter,	SAV2	og	SAV3.	Begge	variantene	er	listeført	på	liste	3-	nasjonale	
sykdommer	 og	mistanke	 om	 sykdom	 er	 dermed	meldepliktig	 (FKD,	 2008a).	 Alvorlige	
utbrudd	av	SAV3	er	blitt	diagnostisert	hos	atlantisk	laks	og	regnbueørret	(Oncorhynchus	
mykiss)	på	Vestlandet	de	siste	20	årene,	mens	SAV2	ble	først	detektert	hos	oppdrettslaks	
i	 2011	 (Hodneland	et	 al.,	 2005,	Weston	 et	 al.,	 2005,	Karlsen	 et	 al.,	 2006,	 Jansen	 et	 al.,	
2010,	 Hjortaas	 et	 al.,	 2013).	 Variantene	 er	 geografisk	 distribuert	 i	 to	 separate,	
endemiske	soner;	SAV3	forårsaker	sykdom	på	Vestlandet	opp	til	Sunnmøre,	mens	SAV2	
forårsaker	 sykdom	hos	 laks	 i	Romsdalen,	Nordmøre	og	Sør-Trøndelag	 (Hjortaas	et	 al.,	
2015).	Smitteforsøk	tyder	på	at	transmisjon	av	virus	skjer	gjennom	fiskens	avføring	og	














2002,	Taksdal	et	al.,	2007).	Fiskene	som	har	overlevd	utbrudd	vil	 etter	en	 tid	gå	 inn	 i	
restitusjonsfase	med	 økt	 appetitt	 og	 aktivitetsnivå.	 Restitusjonsfasen	 kan	 starte	 fra	 to	






utbruddet.	 Fisken	 som	 ikke	 restitueres	 vil	 raskt	 miste	 vekt,	 bli	 mørkfarget	 og	
pinneformet	(Mcvicar,	1987,	McLoughlin	et	al.,	2002).	Marine	SAV2-utbrudd	resulterer	




patologiske	 endringer	 i	 klinisk	 syk	 fisk	 karakteriseres	 med	 alvorlig	 tap	 av	 eksokrin	
pankreas,	samt	nekrose	og	varierende	grad	av	inflammasjon	i	hjerte-	og	skjellettmuskel.	
Alvorlighetsgrad	 og	 distribusjon	 av	 patologiske	 skader	 vil	 variere	 avhengig	 av	 hvor	 i	
sykdomsforløpet	 prøvetakingen	 skjer	 (McLoughlin	 et	 al.,	 2002,	 Taksdal	 et	 al.,	 2007,	
Christie	 et	 al.,	 2007).	 I	 sykdomsforløpet	 vil	 ikke	 endringer	 i	 affiserte	 vev	 utvikles	






Stadium	 Pankreas	 Hjerte	 Muskulatur	
Akutt	 +	 +/-	 -	
Sub-akutt	 +	 +	 -	
Kronisk		 +	 +	 +	
Restitusjon	 -/+	 -/(+)	 +	
			
1.2.3 	Pankreas	
Patologiske	undersøkelser	 viser	 at	 det	 første	 organet	 som	blir	 akutt	 skadet	 av	 SAV	er	















Akutt	 fase	 i	hjerte	observeres	samtidig	som	eller	rett	 i	etterkant	av	nekrose	 i	eksokrin	
pankreas.	Endringer	 i	hjerte	omfatter	 fokal	eller	multifokal	myocyttnekrose,	der	begge	
lag	i	ventrikkel	og	atrium	kan	være	affisert.	Patologiske	endringer	kan	variere	fra	fokale	
nekroser	 til	 omfattende	 diffus	 nekrose	 i	 hele	 hjertemuskulaturen.	 Affiserte	 celler	 har	
pyknotisk	 (stadium	 i	 nekrose	 der	 cellekjerne	 kondenserer)	 cellekjerne.	 Cytoplasma	 i	
affiserte	celler	er	eosinofile	(sterkt	farget	av	det	røde	fargestoffet	eosin)	og	innskrumpet.	
Grad	 av	 inflammasjon	 i	 form	 av	 leukocytter	 kan	 variere	 (Desvignes	 et	 al.,	 2002,	





Det	 er	 vanlig	 å	 finne	 patologiske	 endringer	 i	 skjelettmuskel	 tre	 til	 fire	 uker	 etter	 at	
skader	i	pankreas	og	hjerte	er	observert.	Både	rød	og	hvit	muskulatur	affiseres,	oftest	er	
en	 høyere	 andel	 av	 røde	 muskelfibre	 skadet	 sammenlignet	 med	 hvite	 muskelfibre.	
Skadene	består	av	degenerering	i	form	av	nekrotiske	muskelfibre	med	sentral	migrasjon	
av	muskelkjerner	og	inflammasjon	i	form	av	fagosyterende	makrofager	(McLoughlin	og	
Graham,	 2007,	 Taksdal	 et	 al.,	 2007).	 I	 restitusjonsfasen	 observeres	 hypertrofi	 av	
gjenværende	 muskelkjerner	 assosiert	 med	 basofilt	 cytoplasma	 (Taksdal	 et	 al.,	 2007).		
Sammenlignet	 med	 infeksjoner	 som	 forekommer	 naturlig	 er	 det	 ikke	 alltid	 at	










vaksiner,	 rensede	 subenhet-vaksiner	 (proteiner	 eller	 glykoproteiner	 fra	 mikrober),	
helvirusvaksiner	 og	DNA-vaksiner	 (Sommerset	 et	 al.,	 2005a,	 Evensen	 og	 Leong,	 2013,	






vanligvis	 i.m.	 hos	 fisk,	 der	muskelceller	 tar	 opp	pDNA	 som	 transkriberes	 til	mRNA	og	
translateres	 til	 protein	 (Gillund	 et	 al.,	 2008).	 Etter	 injeksjon	 vil	 immunresponser	 i	
hovedsak	 initieres	 av	 antigen-presenterende	 celler	 (APC),	 der	 profesjonelle	 APC	 som	
makrofager	og	dendrittiske	celler	er	svært	viktige	for	aktivering	av	adaptive	responser	
(Corr	et	al.,	1996,	Doe	et	al.,	1996).	APC	aktiverer	T-celler,	som	videre	aktivere	B-celler.	
Dette	 fører	 til	 antistoffproduksjon	 mot	 virusantigenet.	 I	 tillegg	 vil	 APC	 aktivere	
produksjon	 av	 cytotoksiske	 T-celler	 som	 dreper	 virusinfiserte	 celler	 (Gillund	 et	 al.,	
2008).	 Hos	 fisk	 er	 det	 vist	 at	 DNA-vaksiner	 raskt	 induserer	 en	 uspesifikk	 antiviral	
aktivitet	 forårsaket	 av	 IFN	 type	 I-produksjon	 (IFNa	 og	 IFNb),	 etterfulgt	 av	 spesifikke	
immunresponser	(Kim	et	al.,	2000).			
	
DNA-vaksiner	 er	 svært	 lovende	 for	 å	 forebygge	 virussykdommer	 da	 de	 gir	 høyere	
beskyttelse	enn	inaktiverte	vaksiner,	subenhetvaksiner	og	helvirusvaksiner	(Evensen	og	
Leong,	2013).	DNA-vaksiner	mot	flere	virussykdommer	i	fiskeoppdrett	er	prøvd	ut,	med	
varierende	 resultater	 (Lorenzen	 et	 al.,	 1999,	 Tonheim	 et	 al.,	 2008).	 Den	 eneste	
kommersielle	DNA-vaksinen	 til	 fisk	 ble	 godkjent	 for	 salg	 i	 2005	 av	 Canadisk	 Byrå	 for	
Matsikkerhet	 (CFIA)	 og	 beskytter	 laks	 mot	 infeksiøs	 hematopoetisk	 nekrose	 virus	
(IHNV).	Selv	om	vaksinen	er	hyppig	brukt	i	Canada	er	det	enda	ikke	rapportert	utbrudd	












Det	 medfødte	 immunsystemet	 fungerer	 som	 et	 førstelinjeforsvar	 mot	 potensielle	
patogener.	 Systemet	 består	 av	 hudbarriere,	 fagocytter,	 dendrittiske	 celler,	 naturlige	
drapsceller	 (NK-celler),	 cytokiner	 og	 plasmaproteiner,	 inkludert	 proteiner	 i	
komplementærsystemet	(Abbas	et	al.,	2012).	I	forsvaret	mot	intracellulære	virus	vil	det	
medfødte	 immunsystemet	 reagere	med	 å	 aktivere	 NK-celler,	 som	 dreper	 virusinfisert	
celler,	og	via	interferon	type	I	(IFN-I)	som	blokkerer	virusreplikasjon	i	vertscelle	(Abbas	
et	 al.,	 2012).	 Ved	 tilstedeværelse	 av	 virus	 aktiveres	 reseptorer	 som	 uttrykkes	 på	
celleoverflater,	 i	 intracellulære	organeller,	eller	sekreters	ut	 i	blodstrøm.	Aktivering	av	








TLRs	 er	 transmembranreseptorer	 som	 primært	 aktiveres	 av	 nukleinsyrer.	 Hos	
mennesker	blir	dobbeltrådig-RNA	(ds-RNA),	enkeltrådig-RNA	(ss-RNA)	og	DNA	fra	virus	
og	bakterier	 gjenkjent	 at	 av	TLR3,	TLR7,	TLR8	og	TLR9	 (Jørgensen,	2014).	 I	 tillegg	 til	




DNA	 og	 TLR22	 gjenkjenner	 lengre	 segmenter	 ds-RNA.	 Alle	 TLR-reseptorene	 befinner	







RLR	 befinner	 seg	 i	 cytoplasma	 i	 de	 fleste	 celler	 hos	 pattedyr	 og	 består	 av	 tre	
medlemmer:	RIG-I,	MDA5	og	LGP2.	RIG-I	og	MDA5	gjenkjenner	RNA	fra	virus	og	begge	
har	 lik	 oppbygning	 med	 tre	 ulike	 domener,	 inkludert	 kaspaseaktivering	 og	
rekruteringsdomener	 (CARDs)	 (Yoneyama	 et	 al.,	 2005,	 Saito	 et	 al.,	 2007,	 Loo	 og	Gale,	
2011).	LPG2	mangler	N-terminal	med	CARDs,	men	har	ellers	samme	oppbygning	som	de	



























celler	 der	 interferoner	 binder	 til	 CRFB-reseptorer.	 Dette	 trigger	 signaltransduksjon	
gjennom	 JAK-STAT-signalveien	 som	 igjen	 fører	 til	 produksjon	 av	 antivirale	 proteiner	




Figur	 2.	 Skjematisk	 oversikt	 av	 type	 I	 IFN-signalvei.	 Virusinfisert	 celle	 har	 virusreseptorer	 på	 celleoverflaten	
(TLR22),	 i	 transmembranen	 til	 endosomer	 (TLR	 3/7/8/9)	 og	 i	 cytoplasma	 (RIG-I	 og	 MDA5).	 Virusreseptorene	
gjenkjenner	 viralt	 RNA/DNA,	 aktivering	 av	 reseptorer	 trigger	 signalveier	 som	 resulterer	 i	 produksjon	 av	 IFN	 via	





IFN	 type	 I	 (IFN-I),	 IFN	 type	 II	 (IFN-II)	 og	 IFN	 type	 III	 (IFN-III).	Hos	mennesker	 er	det	
funnet	mange	 gener	 for	 IFN-I,	 disse	 inkluderer	 tretten	 IFNα-gener,	 et	 IFNβ-gen	 og	 et	
IFNω-gen,	mens	det	bare	er	funnet	et	gen	for	IFN-II	og	IFN-III:	henholdsvis	IFNγ-gen	og	
IFNλ-gen	 (Platanias,	2005,	 Iversen	og	Paludan,	2010).	 IFN-I	og	 IFN-III	 er	viktigst	 i	det	








IFNd	 (et	 gen).	 	 IFNa	 og	 IFNd	 har	 en	 disulfidbinding,	 mens	 IFNb	 og	 IFNc	 har	 to	
disulfidbindinger.	De	ulike	undergruppene	har	kun	22-37%	sekvenslikhet	og	viser	store	
forskjeller	 i	 cellulært	 utrykk	 og	 antiviral	 	 aktivitet.	 (Sun	 et	 al.,	 2009,	 Svingerud	 et	 al.,	
2012).	 In	vitro-forsøk	har	vist	 at	 IFNa1	og	 IFNc	har	 sterk	antiviral	 aktivitet	mot	 IPNV,	
der	begge	IFN	induserte	like	transkripsjonsnivåer	av	antivirale	gener	som	Mx	og	ISG15.	








har	 en	 viktig	 rolle	 i	 å	 igangsette	 apoptose	 av	 virusinfiserte	 celler	 ved	 å	 stimulere	 til	
cytotoksisk	aktivitet	hos	NK-celler	(Biron	et	al.,	1999).	IFN-I	har	også	vist	seg	å	være	et	
viktig	ledd	mellom	det	medfødte	og	adaptive	immunsystemet	ved	å	stimulere	modning	








der	 de	 assosieres	 med	 IRF-9	 og	 danner	 transkripsjonsfaktorkomplekset	 ISGF3.	
Komplekset	 aktiverer	 transkripsjoner	 av	 antivirale	 gener	 ved	 å	 binde	 til	
interferonstimulerte	 responselementer	 (ISRE)	 på	 promotorer	 til	 interferonstimulerte	











mennesker	 og	 zebrafisk	 (Sun	 et	 al.,	 2014).	 Alle	 nøkkelkomponentene	 i	 Jak-STAT-




IFN-I	 signalering	 via	 JAK/STAT-signalveien	 fører	 til	 uttrykk	 av	 flere	 hundre	 IFN-





Det	 er	 funnet	 effektorfunksjoner	 til	 flere	 antivirale	 proteiner	 hos	 pattedyr,	 disse	
hemmer	 virus	 på	 ulike	 replikasjonsstadier.	 PKR	 er	 et	 antiviralt	 protein	 som	 ved	
aktivering	 av	 ds-RNA	 fra	 virus,	 hemmer	 elongeringsfaktoren	 eIF-2α.	 Denne	
elongeringsfaktoren	 kreves	 for	 initiering	 av	 translasjon,	 dermed	 vil	 PKR	 hemme	
translasjon	av	viralt-mRNA	(Garcia	et	al.,	2006).	Oppregulering	av	et	PKR-lignende	gen	



















Mx-proteiner	 er	 dynaminlignende	 proteiner	 med	 GTPase-aktivitet	 som	 hovedsakelig	
induseres	av	IFN-I	og	IFN-III	hos	mange	typer	vertebrater,	inkludert	fisk		(Nygaard	et	al.,	
2000,	Haller	og	Kochs,	2002,	Haller	et	al.,	2007).	Menneskeceller	uttrykker	MxA	og	MxB,	




2006).	 Det	 er	 identifisert	 tre	 ulike	Mx-proteiner	 hos	 atlantisk	 laks:	 ASMx1,	 ASMx2	 og	
ASMx3,	som	alle	uttrykkes	i	cytoplasma	(Robertsen	et	al.,	1997,	Larsen	et	al.,	2004).	Den	
antivirale	 effektormekanismen	 til	 Mx-protein	 er	 enda	 ikke	 fullstendig	 klarlagt	
(Workenhe	et	al.,	2010,	Lester	et	al.,	2012),	men	dett	er	vist	at	cellebeskyttelse	mot	IPNV	







mot	 alfavirus	 (Aguilar	 et	 al.,	 2005,	 Zhang	 et	 al.,	 2007).	 In	 vitro-	 og	 in	 vivo-forsøk	 har	
demonstrert	rask	transkripsjon	av	IFNa	etter	SAV-infeksjon	i	lakseceller/laks	(Gahlawat	
et	 al.,	 2009,	 Xu	 et	 al.,	 2010,	 Xu	 et	 al.,	 2015,	 Herath	 et	 al.,	 2013).	 SAV-infeksjon	 i	
cellekultur	viser	 i	 tillegg	sterk	 induksjon	av	mange	antivirale	gener,	blant	annet	TRIM,	
PKR,	viperin,	ISG15	og	Mx.	Proteinnivå	av	Mx	er	også	høyt	etter	SAV-infeksjon	(Gahlawat	
et	al.,	2009,	Xu	et	al.,	2010,	Herath	et	al.,	2012,	Xu	et	al.,	2015).	 In	vivo-forsøk	viser	at	













(Sun	 et	 al.,	 2011).	 For	 å	 oppnå	 en	 inhiberende	 effekt	 mot	 virusinfeksjon	 av	 SAV	 er	
behandlingstidspunktet	 av	 stor	betydning.	Behandling	med	 rekombinant	 IFNa	4	 til	 24	
timer	før	SAV3-infeksjon	induserte	antiviral	respons	i	cellekultur.	Responsen	førte	til	en	






signalvei	 eller	 hemme	 antivirale	 effektorproteiner	 (Weber	 og	 Haller,	 2007).	 Ulike	
studier	 har	 vist	 at	 alfavirus	 også	 kan	 blokkere	 IFN-signalering	 (Simmons	 et	 al.,	 2009,	
Simmons	et	al.,	2010).	Tidligere	undersøkelser	viser	at	SAV-3	kan	replikere	in	vitro,	selv	





IFN	 sin	 beskyttende	 effekt	 for	 laks	mot	 ILAV	 er	 testet	 alene	 og	 som	 adjuvant	 i	 DNA-
vaksine	(Chang	et	al.,	2014,	Chang	et	al.,	2015).	I.m.	injeksjon	med	IFNa-plasmid,	IFNb-
plasmid	 eller	 IFNc-plasmid	 viste	 store	 forskjeller	 i	 grad	 av	 beskyttelse	mot	 ILAV,	 der	




substans	 som	øker	 immunresponsen	 til	 vaksiner	 (Anderson,	 1992).	Dette	 er	 en	 svært	







ledd	 mellom	medfødte	 og	 adaptive	 immunresponser	 ved	 virusinfeksjoner,	 der	 type	 I	
IFN-adjuvant	 er	 direkte	 koblet	 til	 stimulering	 av	 dendrittiske-,	 B-	 og	 T-celler	 (Tough,	
2004,	Le	Bon	et	al.,	2006).	Det	er	med	vaksinemodell	bevist	at	IFN-I	hos	laks	er	en	viktig	
igangsetter	 av	 adaptivt	 immunforsvar	 ved	 virusinfeksjoner	 (Chang	 et	 al.,	 2015)	 I	

















forebygge	 og	 bekjempe	 sykdommen,	men	 til	 tross	 for	 tiltakene	 har	 antall	 utbrudd	 av	
sykdommen	 økt.	 Dette	 indikerer	 et	 behov	 for	 nye	 og	 bedre	 forebyggende	 tiltak.	 Som	
tidligere	nevnt	har	atlantisk	laks	i	utgangspunktet	et	velutviklet	medfødt	immunforsvar	
og	 er	 relativt	motstandsdyktig	mot	 virussykdommer.	 I	 oppdrett	 kan	 uheldige	 forhold	
som	 stress	 og	 infeksjon	 svekke	 fiskens	 førstelinjeforsvar,	 og	 dermed	 gjøre	 den	 mer	
mottakelig	 for	 infeksjon.	 Det	 forskes	 nå	 på	 om	 IFN	 kan	 anvendes	 for	 å	 forebygge	
virusinfeksjoner	 hos	 laks	 da	 det	 setter	 i	 gang	 viktige	 medfødte	 og	 adaptive	
responsmekanismer	 mot	 virus.	 Det	 er	 allerede	 vist	 at	 IFNc-plasmid	 gir	 beskyttende	
effekt	 mot	 ILAV.	 Med	 bakgrunn	 i	 dette	 var	 det	 interessant	 å	 undersøke	 om	 IFN-
plasmider	har	beskyttende	effekt	mot	SAV3-infeksjon	hos	atlantisk	laks.		
Delmål	1	





























Tromsø.	 Forsøkene	 foregikk	 i	 tidsrommene	 09.02.2015-	 23.09.2015	 (del	 en)	 og	
10.04.2015-	 10.07.2015	 (del	 to).	 Forsøkene	 var	 på	 forhånd	 godkjent	 av	
Forsøksdyrutvalget	 (ID	 7324	 og	 7380)	 og	 ble	 utført	 i	 henhold	 til	 bestemmelser	 i	
Dyrevelferdsloven	 og	 Forskrift	 om	 forsøk	med	 dyr.	 Presmolt	 av	 atlantisk	 laks	 (Salmo	
salar)	fra	stamme	Standard	QTL-innova	IPNV	generasjon	2014	ble	benyttet	i	forsøkene.	
Fisken	 ble	 holdt	 i	 ferskvann	 ved	 10°C	 og	 de	 ble	 fôret	med	1,5	mm	Nutra	Olympic	 fra	
Skretting.	Før	injisering	av	plasmider	ble	fisken	sultet	i	to	dager.	Fisken	ble	bedøvd	med	




Interferoner	 som	 ble	 benyttet	 var	 fra	 atlantisk	 laks	 som	 Svingerud	 og	 medarbeidere	
hadde	 klonet	 inn	 i	 plasmidvektoren	 pcDNA3.3	 TOPO-vektor	 (invitrogen)	 i	 tidligere	
forsøk	 (Svingerud	 et	 al.,	 2012).	 Gen	 for	 IFNa,	 IFNb	 eller	 IFNc	 var	 satt	 inn	 i	 åpen	
leseramme	nedstrøms	for	CMV-promotor.	Disse	plasmidene	ble	henholdsvis	kalt	pIFNa,	
pIFNb,	og	pIFNC,	i	tillegg	til	pcDNA3.3	(kontrollplasmid).	Plasmidene	ble	oppformert	av	













i	 50	µl	 fosfatbufret	 saltvann	 (PBS)	 etter	Tabell	 2.	 Fisken	ble	mekret	med	akaline	blue	
tatovering	og	overført	til	150	liters	sirkulære	kar.	Prøveuttak	ble	foretatt	en	og	to	uker	
etter	 injisering,	 der	 det	 ble	 tatt	 ut	 fem	 fisk	 fra	 hver	 gruppe	 ved	 begge	 tidspunkt.	 Til	
kvantitativ	RT-PCR	ble	 det	 tatt	 ut	 prøver	 av	pankreas	 og	 lever,	 som	ble	 oppbevart	 på	






































tatt	 tilsvarende	 prøver	 som	 i	 del	 en	 av	 forsøket	 (se	 avsnitt	 2.3).	 Resterende	 fisk	 ble	
smittet	intraperitonalt	(i.p.)	med	5	x	103	TCID50	SAV3	i		0,1	ml	L-15	medium	uten	serum.	
En	uke	etter	smitte	ble	femten	fisk	fra	hver	gruppe	avlivet.	Det	ble	tatt	blodprøver	for	å	
måle	 virusmengde	 i	 blodet	 til	 fiskene.	 Blodprøvene	 ble	 først	 overført	 på	 is,	 og	 videre	
sentrifugert	ved	2000x	g	i	20	min.	Serum	ble	overført	fra	prøvene	i	PCR-strips	som	ble	
















5	 5	 15	 15	 	
kontrollplasmid	 50	µl	PBS+	15	µg	
kontrollplasmid	
5	 5	 15	 15	 	
IFNa-plasmid	 50	µl	PBS+	15	µg	
IFNa	plasmid	
5	 5	 15	 15	 	
IFNb-plasmid	 50	µl	PBS+	15	µg	
IFNb	plasmid	
5	 5	 15	 15	 	
IFNc-plasmid	 50	µl	PBS+	15	µg	
IFNc	plasmid	










av	Mx-mRNA	 i	pankreas	mellom	de	ulike	 IFN-gruppene	 før	 infeksjon	av	SAV.	Metoden	
ble	 også	 benyttet	 til	 å	 måle	 relativ	 SAV3-mengde	 i	 serum	 en	 uke	 etter	 infeksjon	 av	
viruset.	 I	 qPCR	oppformeres	DNA-sekvenser	 fra	 vev,	 celler	 eller	 blod,	 og	 kvantifiseres	
ved	 hjelp	 av	 det	 fluoriserende	 fargestoffet	 SYBR®Green.	 Metoden	 kan	 raskt	 og	 svært	
sensitiv	 detektere	 lave	 mengder	 mRNA	 (Heid	 et	 al.,	 1996).	 Under	 en	 ordinær	 PCR-
sekvensering	 detekteres	 og	 kvantifiseres	 amplifisert	 produkt	 etter	 siste	 PCR-	 syklus.	
Ved	qPCR	måles	derimot	amplifisert	DNA-sekvens	i	hver	PCR-syklus.	Målingene	som	blir	





ekstensjon.	 Ved	 denaturering	 anvendes	 høy	 temperatur	 til	 å	 bryte	 ds-DNA	 ned	 til	 ss-
DNA.	 I	amplifiseringsfasen	senkes	temperaturen	og	spesifikke	primere	binder	 til	DNA-
tråden.	I	ekstensjonsfasen	syntetiserer	DNA-polymerase	ny	DNA-tråd	ut	fra	primersted.	

















SYBR®Green	ble	benyttet	 for	å	detektere	økning	 i	 genuttrykk.	Når	dette	 stoffet	binder	
seg	 til	 ”minor	 groove”	 i	 ds-DNA	 fluoriserer	 det	 og	 fluorescensen	 brukes	 til	 å	 måle	
mengde	oppformert	DNA.	Fargestoffet	er	dermed	svært	anvendelig	da	det	kan	benyttes	
til	 å	 kvantifisere	 ulike	 målsekvenser	 uten	 å	 benytte	 sekvensspesifikke	 prober	
(Technologies,	2014).	
Elongeringsfaktor	1αΒ	(EF1αΒ)	ble	benyttet	som	referansegen	ved	måling	av	Mx-mRNA,	





RNeasy	 Mini	 Kit	 (Qiagen)	 ble	 benyttet	 til	 å	 isolere	 mRNA	 fra	 pankreas.	 Isoleringen	




2-mercaptoetanol	 (Sigma-Aldrich)	 i	 2	 ml	 sentrifugerør.	 Ca.	 50	 mg	 vev	 ble	 overført	 i	
sentrifugerør.	 Vevet	 ble	 homogenisert	 i	 2	 x	 15	 sek	 ved	 5900x	 g	 i	 Precellys	 lysis	 og	
homogenizer	 (Bertin	 Technologies).	 For	 å	 fjerne	 skum	 ble	 prøvene	 sentrifugert	 ved	
5000x	g	i	5	min.	Supernatanten	ble	videre	overført	i	rene	2	ml	sentrifugerør,	tilsatte	1,2	
ml	ultra	pure	H2O	(Biochrom)	og	20	µl	proteinase	K	(New	England	Biolabs).	Prøvene	ble	
inkubert	 ved	55°C	 i	 10	min	 og	 sentrifugert	 i	 5	min	 ved	15	000x	 g.	 Supernatanten	ble	
pipettert	over	i	15	ml	sentrifugerør	og	tilsatte	0,5	volum	99	%	etanol	(Sigma-Aldrich)	i	
hver	prøve.	Supernatanten,	ble	overført	 i	 spinnkolonner	 (Qiagen)	som	ble	sentrifugert	
ved	 8000x	 g	 i	 1	 min.	 Kolonnene	 ble	 vasket	 med	 1	 x	 700	 µl	 RW1	 buffer	 (Qiagen),	
etterfulgt	 av	 2	 x	 500	 µl	 RPE	 buffer	 (Qiagen).	 Spinnkolonnene	 ble	 så	 tørrsentrifugert	
19000x	g.	Spinnkolonnene	ble	overført	i	rene	samlerør	og	tilsatte	30	µl	ultra	pure	H2O	
















reagenser	 ble	 inkubert	 ved	 42	 °C	 i	 2	 min.	 cDNA	 ble	 syntetisert	 ved	 å	 tilsette	 6	 µl	
reverstranskiptase-miks	etterfulgt	av	inkubasjon	ved	42	°C	i	15	min	og	95	°C	i	3	min.	For	






beskrevet	 i	 Tabell	 4.	 Det	 ble	 tillaget	 cDNA-fortynning	 1:10	 med	 RNase-fritt	 vann.	
Mastermiks	med	primere	og	Fast	SYBR®Green	Master	Mix	(Applied	Biosystems),	totalt	9	
µl,	 	ble	fordelt	ut	i	hver	av	brønnene	i	96-	brønners	Micro	Amp	Fast	Optikal	brett	(Life	
technologies).	Det	ble	 tilsatt	6	µl	 fortynnet	 cDNA,	med	duplikat	 av	hver	enkeltprøve,	 i	
brønnene.	 Oversikt	 over	 primere	 som	 ble	 benyttet	 er	 beskrevet	 i	 Tabell	 5.	 For	 å	
ekskludere	 kontaminering	 av	 genomisk	DNA	ble	det	 tatt	 prøver	 fra	 cDNA-syntese	der	










Steg	 Temperatur	(°C)	 Varighet	(sek)	 Antall	sykluser	
Denaturering	 95	 20	 Hold	




Smeltekurve	 95	 15	 Kontinuerlig	
	 60	 60	 	
	 95	 15	 	
	 60	 15	 	
	
	
Tabell	 5.	 Primersekvenser	 for	 gen	 som	 ble	 undersøkt	 i	 qPCR,	 genbank	 nr.,	 primer	 konsentrasjon	 og	
effektivitet.	 	 Stockløsninger	 til	 EF1AB	og	MX	 ble	 fortynnet	 til	 en	 bruksløsning	 på	 5	µM.	 Stockløsning	 til	 qSAV	 ble	
fortynnet	til	en	brukerløsning	på	4	µm/µl.		



















































Dette	 er	 en	matematisk	modell	 som	måler	 relativ	 endring	 av	målgenet	 sammenlignet	
med	 referansegenet	 i	 den	 stimulerte	 gruppen	 sammenlignet	 med	 kontrollgruppen.	
Phaffl-metoden	 tar	hensyn	 til	 primereffektiviteten,	 hvor	Emål	 er	 effektivitet	 til	 primere	
for	 målgenet	 og	 Eref	 er	 effektiviteten	 til	 primere	 for	 referansegenet.	 Terskelnivå	 (Ct-
verdi)	 defineres	 i	 antall	 PCR-sykluser	 som	 kreves	 for	 at	 fluoriserende	 signal	 skal	
overstige	 terskelverdien.	 ΔCt	 forteller	 hvor	 mye	 Ct-verdien	 av	 hver	 enkeltprøve	 i	
stimulert	 gruppe	 avviker	 fra	 gjennomsnittlig	 Ct-verdi	 i	 kontrollgruppen	 (Pfaffl,	 2001).	



















Prøvene	 ble	 oppbevart	 i	 romtemperatur	 og	 all	 sentrifugering	 foregikk	 ved	
















µl	 av	hver	primer	og	4	µl	RNasefritt	 vann	ble	 fordelt	ut	 i	hver	brønn	av	96-	brønners	
Micro	 Amp	 Fast	 Optikal	 brett	 (Life	 technologies).	 Det	 ble	 pipettert	 10	 µl	 Fast	
SYBR®Green	Master	Mix	 (Applied	Biosystems)	og	2	µl	 cDNA	 i	hver	brønn.	Duplikat	av	
hver	prøve	ble	 laget.	7500	Fast	Ral-Time	PCR	systems	(Life	 technologies)	ble	benyttet	




For	 å	 analysere	 kvantitativ	 mengde	 SAV3-RNA	 ble	 Ct-verdier	 mellom	 kontrollgruppe	






mengde	 DNA	 i	 prøver,	 jo	 lavere	 Ct-verdi,	 jo	 høyere	 startmengde	 mRNA.	 Benyttet	
Kruskal-Wallis	 test	 av	 Ct-verdier	 for	 å	 påvise	 forskjeller	 mellom	 kontrollgruppe	
(pcDNA3.3)	og	behandlede	grupper.	For	å	undersøke	om	det	var	signifikante	forskjeller	
mellom	behandlede	 grupper	 ble	 uparet	Mann-Whitney	 -test	 benyttet.	 P-verdier	 under	










som	 morfologien	 opprettholdes	 i	 vevet	 (Farr	 og	 Nakane,	 1981,	 Taylor	 CR,	 2002).	 Et	
spesifikt	 protein	 kan	 lokaliseres	 ved	 å	 inkubere	 vevssnitt	 med	 primært	 antistoff,	
etterfulgt	av	sekundært	antistoff	som	er	merket	med	et	reportermolekyl.	Spesifisiteten	i	






Protokoll	 som	 ble	 benyttet	 er	 basert	 på	 abcam	 IHC-	 paraffin	 protokoll	 (abcam).	 HRP-




Vevskassetter	 med	 pankreasbiter	 ble	 dehydrert	 i	 Citadel	 1000	 (Shon)	 etter	 Tabell	 6.	
Disse	ble	videre	satt	inn	i	forvarmet	Leica	EG	1150H	(Leica	Biosystems),	som	ble	brukt	
til	 å	 støpe	 inn	 vevsbiter	 i	 paraplast	 (HistoLab).	 Vevskassettene	 ble	 kjølt	 ned	 på	
kjøleelement	og	oppbevart	i	kjøleskap	til	videre	bruk.		
	























































Snittene	 ble	 vasket	 2	 x	 5	 min	 i	 TBST.	 Snittene	 ble	 blokkert	 i	 5%	 fettfri	 tørrmelk	
(AppliChem)	og	10%	serum	fra	geit	(Sigma	Aldrich)	i	TBS	i	2	timer	ved	romtemperatur.	
Vevet	 ble	 isolert	 med	 Dakopenn	 (DakoCytomation).	 Det	 ble	 tilført	 100-200µl	
primærantistoff	mot	Mx	fortynnet	1:500	i	TBS	med	5%	fettfri	tørrmelk	(AppliChem)	og	
1%	BSA	(Sigma	Aldrich)	på	snittene	som	ble	inkubert	i	over	natt	ved	4	°C.		
Snittene	 ble	 renset	 2	 x	 5	 min	 i	 TBST.	 Snittene	 ble	 videre	 behandlet	 med	 3	 %	
hydrogenperoxid	 (Sigma	 Aldrich)	 i	 TBS	 i	 15	 min,	 dette	 steget	 ble	 utført	 i	 mørket.	


























For	 å	 kunne	 påvise	 patologiske	 endringer	 i	 vev	 forårsaket	 av	 skader,	 infeksjoner	 og	
sykdommer,	 er	 det	 essensielt	 å	 inneha	 kunnskap	 om	 normalstruktur	 til	 vevet.	
Histologiske	 undersøkelser	 utføres	med	mikroskopisk	 eksaminering	 av	 fargede,	 tynne	
utsnitt	av	vev.	Dette	gjøres	for	å	koble	vevstruktur	til	vevsfunksjon	(Bruno	DW.,	2013).	
Innen	 fiskehelse	er	histopatologi	 et	 viktig	 felt	da	en	ofte	kan	detektere	mikroskopiske	











Shandon	 Instant	Hematoxylin	 (Thermo	Scientific)	 	og	Shandon	 instant	Eosin,	alcoholic	
(Thermo	 Scientific)	 ble	 benyttet	 til	 farging	 av	 snittene.	 Reagenser	 ble	 preparert	 i	
henhold	til	protokoll	fra	produsenten.	
Leica	 ST4020	 ble	 benyttet	 for	 deparafinisering	 og	 farging	 av	 snittene	 etter	 Tabell	 8.	
Snitten	 ble	 på	 forhånd	 inkubert	 i	 histoclear	 5	 min	 før	 de	 ble	 satt	 i	 maskinen.	 Etter	
farging	ble	dekkglass	 limt	på	snittene	med	Eukitt®	quick-hardening	mounting	medium	
(Fluka	Analytical).	
































Gu.	 Tabell	 9	 ble	 benyttet	 til	 å	 gradere	 forandringer	 i	 pankreas,	 hjerte	 og	































































Figur	 6.	 A:	 normalhistologi	 i	 pankreas,	 score	 0.	 B:	 Pankreas,	 score	 3.	 Bilde	 A	 viser	 normal	 pankreas	 med	
















Figur	8.	A:	normalhistologi	 skjelettmuskel,	 score	0	B:	 skjelettmuskel,	 score	3.	Bilde	A	viser	rød	(r)	og	hvit	(h)	











Antiviralt	 Mx-protein	 ble	 valgt	 som	 markør	 for	 antivirale	 proteiner	 fordi	 det	 blir	












relativ	 mengde	 Mx-mRNA	 i	 pankreas	 mellom	 fisk	 som	 var	 injisert	 med	 pcDNA3.3	 og	
pIFNa	 i	 noen	 av	ukene	 (p	>	0,05).	Derimot	 ga	både	 injeksjon	med	pIFNb	og	pIFNc	 en	
signifikant	økning	av	Mx-mRNA	i	pankreas	ved	begge	tidspunkter	(p	<	0,05).	Uttrykket	
av	Mx-mRNA	fra	fisk	injisert	med	pIFNb	var	relativt	likt	ved	begge	tidspunkter	(4x).	Ved	




Lever	 ble	 brukt	 som	 positiv	 kontroll	 (Figur	 10),	 der	 trenden	 er	 den	 samme	 som	 i	







































































Et	 vedvarende	 proteinuttrykk	 av	 Mx	 er	 observert	 i	 lever	 en	 til	 22	 uker	 etter	 i.m.	
injeksjon	 av	 pIFNc,	 der	 uttrykk	 av	 protein	 ble	 undersøkt	med	Western	 blotting	 (Lisa	
Bratland,	masteroppgave).	Det	var	imidlertid	ikke	mulig	å	benytte	samme	metode	i	dette	




al.,	 2014).	 Denne	 metoden	 ble	 dermed	 benyttet	 til	 å	 måle	 proteinuttrykk	 av	 Mx	 i	
pankreas	to	og	ti	uker	etter	i.m.	injeksjon	av	PBS,	pcDNA3.3,	pIFNa,	pIFNb	eller	pIFNc.		
Figur	 11	 (A-F)	 viser	 at	 kun	 pIFNc	 (D)	 induserte	 et	 sterk	 uttrykk	 av	 Mx-protein	 i	
eksokrine	 celler	 to	 uker	 etter	 injeksjon	 av	 plasmider.	 Ti	 uker	 etter	 injeksjon	 ga	 både	
behandling	med	pIFNb	(E)	og	pIFNc	(F)	uttrykk	av	Mx-protein	i	eksokrine	celler.	Det	ble	
ikke	observert	uttrykk	av	Mx-protein	i	pankreas	hos	fisk	injisert	med	PBS	(A),	pcDNA3.3	
(ikke	 vist	 i	 figur)	 eller	 pIFNa	 (B).	 Det	 ble	 derimot	 observert	 et	 svakt	 uttrykk	 av	 Mx-
protein	 i	 endotelceller,	 leukocytt-lignede	 celler	 og	 enkelte	 endokrine	 celler	 i	 disse	
gruppene.	Hos	 fisk	 injisert	med	pIFNb	og	pIFNc	ble	det	observert	 et	 sterkt	uttrykk	av	
Mx-protein	 i	 leukocytt-lignende	 celler,	 eksokrine	 celler	 og	 endotelceller	 i	 pankreas.	
Uttrykket	 var	 sterkest	 ti	 uker	 etter	 injeksjon,	 der	 fisk	 injisert	 med	 pIFNc	 hadde	 et	



























Figur	 12.	 Uttrykk	 av	Mx-protein	 i	 eksokrine	 celler	 i	 pankreas	 hos	 laks	 etter	 i.m.	 injeksjon	 av	 15	µg	 pIFNB	







se	 om	 i.m.	 injeksjon	 med	 pIFN	 ga	 beskyttelse	 mot	 SAV3	 hos	 laks.	 I	 eksperimentelle	
smitteforsøk	 er	 det	 vanskelig	 å	 oppnå	 dødelighet	 hos	 laksefisk	 etter	 smitte	med	 SAV	
(Desvignes	et	al.,	2002,	McLoughlin	et	al.,	2002,	Graham	et	al.,	2011).	Grad	av	beskyttelse	
ble	 dermed	 bestemt	 ved	 å	 måle	 virusmengde	 i	 blod	 og	 ved	 å	 undersøke	 patologiske	
forandringer	 i	 pankreas,	 hjerte	 og	 muskel.	 Metoden	 som	 ble	 benyttet	 var	 basert	 på	
metode	 beskrevet	 av	 Thim	 og	 medarbeidere,	 men	 i	 dette	 forsøket	 ble	 gradering	 av	
patologiske	 forandringer	 i	 pankreas	 og	 muskel	 inkludert	 (Thim	 et	 al.,	 2012).	
Prøvetakingen	 av	 virusmengde	 i	 blod,	 samt	 prøvetaking	 av	 vev	 til	 undersøkelse	 av	
patologiske	 forandringer	 foregikk	på	ulike	 tidspunkter,	grunnet	 infeksjonsdynamikken	
til	 SAV.	 Ved	 SAV-infeksjoner	 blir	 viremi	 registrert	 tidlig	 i	 sykdomsforløpet	 mens	 de	
patologiske	endringene	 i	 virusaffisert	 vev	 skjer	 senere	 i	 forløpet	 (Christie	 et	 al.,	 2007,	









Kvantitering	 av	 SAV3-mengde	 i	 serum	 ble	 gjort	 med	 qPCR	 en	 uke	 etter	 smitte	 for	 å	
undersøke	interferonene	sin	evne	til	å	beskytte	laks	mot	SAV3	i	viremisk	fase.	Figur	13	
viser	 Ct-verdier	 til	 femten	 fisk	 fra	 hver	 av	 følgende	 grupper:	 PBS,	 pcDNA3.3,	 pIFNa,	
pIFNb	 og	 pIFNc,	 der	 gjennomsnitt	 og	 standardavvik	 er	 inkludert.	 Signifikans	 ble	
undersøkt	 mellom	 kontrollgruppe	 (pcDNA3.3)	 og	 stimulerte	 grupper.	 Det	 var	 ikke	
signifikant	forskjell	i	Ct-verdier	mellom	kontrollgruppe	og	pIFNa-gruppe	(p	>	0,05).	Fisk	
injisert	med	pIFNb	hadde	derimot	signifikant	lavere	virusmengde	i	blodet	sammenlignet	










en	 uke	 ble	 det	 tatt	 blodprøver	 fra	 femten	 fisk	 fra	 følgende	 grupper:	 PBS,	 pcDNA3.3,	 pIFNA,	 pIFNb	 og	 pIFNc.	






























Patologiske	 forandringer	 i	 pankreas,	 hjerte	 og	 muskel	 ble	 sammenlignet	 mellom	
kontrollfisk	 (injisert	 med	 PBS	 eller	 pcDNA3.3)	 og	 fisk	 injisert	 med	 IFN-plasmider.	














etter	 infeksjon	ble	det	 tatt	 ut	 femten	 fisk	 fra	 følgende	 grupper:	 PBS,	 pcDNA3.3,	 pIFNA,	pIFNb	og	pIFNc.	Prosentvis	



















Fisk	 i	denne	gruppen	skilte	seg	ut	 fra	kontrollgrupper	og	pIFNa	–gruppe	ved	å	 inneha	











Figur	16.	Pankreas	tre	uker	etter	SAV3-infeksjon	fra	 laks	 injisert	 i.m.	med	15	µg	pIFNb	oppløst	 i	50	µ l	PBS.	
Pankreas	 fra	 to	 fisker:	 IFNb(1)	 og	 IFNb(2).	 Begge	med	 stort	 tap	 av	 eksokrin	 pankreas,	 tilstedeværelse	 av	 enkelte	




Figur	17.	Pankreas	tre	uker	etter	SAV3-infeksjon	fra	 laks	 injisert	 i.m.	med	15	µg	pIFNb	oppløst	 i	50	µ l	PBS.	
Pankreas	 fra	 to	 fisker:	 IFNb(1)	 og	 IFNb(2).	 IFNb(1)	med	 intakte	 eksokrine	 celler	 og	 fettvev	 (f).	 Tilstedeværelse	 av	
mange	leukocytter	i	IFNb(2).	Målestokk	tilsvarer	100	µm.			
	
Majoriteten	 av	 fisk	 injisert	 med	 pIFNc	 hadde	 moderate	 forandringer	 i	 pankreas	 med	
delvis	 tap	av	eksokrine	celle.	 I	disse	 fiskene	ble	det	observert	områder	uten	eksokrine	
celler,	men	også	store	seksjoner	med	intakte	celler	(Figur	18).	Sparsom	forandring	ble	
observert	 i	 enkelte	 fisker,	 der	 mindre	 enn	 30%	 av	 pankreas	 var	 borte.	 Figur	 19	
















Figur	19.	Pankreas	tre	uker	etter	SAV3-infeksjon	 fra	 laks	 injisert	 i.m.	med	15	µg	pIFNc	oppløst	 i	50	µ l	PBS.	
Pankreas	fra	tre	fisker:	 IFNc(1),	IFNc(2)	og	IFNc(3).	IFNc(1)	gradert	til	score	3,	med	total	tap	av	eksokrin	pankreas,	
men	 tilstedeværelse	 av	 leukocytter	 (l)	 rundt	 fettvev	 (f).	 IFNc(2)	 gradert	 til	 score	 2,	med	moderat	 tap	 av	 eksokrin	













Under	 opplæring	 ble	 det	 hovedsakelig	 lagt	 vekt	 på	 forandringer	 i	 ventrikkel	 ved	
gradering	av	patologiske	 forandringer	 i	hjerte.	Grad	av	perikarditt	ble	 ikke	vurdert	da	
dette	kan	variere	mellom	fisker	uavhengig	av	sykdomsforløpet.		
Figur	21	viser	prosentvis	score	av	patologiske	forandringer	i	hjerte	tre	uker	etter	SAV3-
infeksjon.	Hjerte	hos	 fisk	som	var	 injisert	med	PBS,	pcDNA3.3	og	pIFNa	ble	gradert	 til	
score	3.	Majoriteten	(80%)	av	fisk	injisert	med	pIFNb	ble	også	gradert	til	score	3,	mens	
resterende	(20%)	fisk	ble	gradert	til	score	2.	I	fiskegruppe	injisert	med	pIFNc	ble	72%	














De	 patologiske	 forandringene	 i	 hjerte	 var	 like	 i	 fisk	 injisert	 med	 PBS,	 pcDNA3.3	 og	
pIFNa.	 Det	 ble	 observert	 at	 ventrikkel	 hadde	 omfattende	 difus	 myocyttnekrose,	 med	
pyknotiske	cellekjerner	og	innskrumpet,	eosinofilt	cytoplasma	(Figur	22).	Det	spongiøse	
laget	var	betydelig	mer	affisert	enn	det	kompakte	laget,	der	vevet	i	den	spongiøse	delen	
hadde	 mistet	 den	 normale	 svampeaktige	 strukturen.	 Infiltrasjon	 av	 leukocytter	 ble	
observert	 i	 begge	 lag	 av	 ventrikkel,	 der	 grad	 av	 inflammasjon	 varierte	 mye	 mellom	



























































uker	 etter	 SAV3-infeksjon,	 med	 tilsvarende	 forandringer	 som	 nevnt	 tidligere.	
Majoriteten	 (72%)	 av	 fisk	 ble	 scoret	 til	 2,	 da	 over	 15%	 av	 myofibrene	 var	 affiserte.	
Ventrikkel	 hadde	 områder	 med	 normal	 struktur,	 men	 også	 områder	 med	 multifokal	
myocyttnekrose	(Figur	24).	Det	ble	observert	 færre	 leukocytter	 i	ventrikkel	hos	denne	


















Det	 ble	 ikke	 observert	 patologiske	 forandringer	 i	 muskelvev	 fra	 noen	 fisk	 i	















Pankreassykdom	 har	 utviklet	 seg	 til	 å	 bli	 Norges	 mest	 tapsbringende	 virussykdom	 i	
oppdrettsnæringen.	 Hovedproblemene	 relatert	 til	 sykdommen	 er	 dårlig	 tilvekst,	 som	
fører	 til	 redusert	 slaktekvalitet,	 samt	 dårlig	 fiskevelferd.	 I	 dag	 blir	 sykdommen	
kontrollert	gjennom	soneforskrifter	for	å	hindre	smittespredning.	Kommersiell	vaksine	
mot	 PD	 blir	 benyttet,	 men	 effekten	 til	 vaksinen	 er	 begrenset.	 Robertsens	
forskningsgruppe	undersøker	om	IFN	kan	benyttes	til	å	forebygge	virussykdommer	hos	
laksefisk.	 IFN	 induserer	 en	 rask	 aktivering	 av	 medfødte	 immunresponser	 som	 kan	
bekjempe	 virus	 på	 et	 tidlig	 stadium.	 I	 tillegg	 er	 det	 vist	 at	 IFN	 har	 en	 viktig	 rolle	 i	
igangsetting	av	adaptive	immunresponser	(Robertsen,	2006,	Chang	et	al.,	2015).	Det	er	








Resultatene	 fra	 qPCR	 og	 immunohistokjemi	 samsvarte	 godt.	 Begge	metodene	 viste	 at	
injeksjon	 med	 pIFNa	 ikke	 ga	 oppregulering	 av	 Mx-mRNA	 og	 Mx-protein	 i	 pankreas.	
Derimot	 ga	 både	 pIFNb	 og	 pIFNc	 oppregulering	 av	 Mx-mRNA	 og	 Mx-protein.	 Disse	
resultatene	 bekrefter	 tidligere	 studier	 som	 har	 vist	 at	 pIFNb	 og	 pIFNc	 induserer	
antivirale	gener	 systemisk	mens	pIFNa	 ikke	virker	 systemisk,	kun	 lokalt	 (Chang	et	 al.,	
2014).	 Fisk	 behandlet	 med	 pIFNc	 hadde	 et	 høyere	 gen-	 og	 proteinuttrykk	 av	 Mx	
sammenlignet	med	 fisk	 behandlet	med	 pIFNb.	Dette	 tyder	 på	 at	 antivirale	 proteiner	 i	
pankreasvev	blir	indusert	i	større	grad	ved	stimulering	med	IFNc	enn	IFNb,	dette	kan	ha	
en	 betydning	 for	 det	 antivirale	 forsvaret.	 Pankreas	 er	 et	 av	 målorganene	 for	













protein	 i	 pankreas,	 sammenlignet	 med	 to	 uker	 etter	 behandling.	 Dette	 tyder	 på	 at	
uttrykk	av	Mx-protein	øker	over	tid	eller	at	proteinet	akkumulerer	i	cellene.	Mx-protein	













luciferase	 registrert	 i	muskelceller	 535	 dager	 etter	 injeksjon	 av	 ekspresjonsplasmidet	
(Garver	et	al.,	2005,	Tonheim	et	al.,	2007).	Andre	studier	ha	derimot	vist	at	muskelceller	
som	uttrykker	 eksogene	 proteiner	 blir	 degradert	 av	 immunsystemet	 slik	 at	 utrykk	 av	
protein	forsvinner	(Wells	et	al.,	1997,	Lorenzen	et	al.,	2005).	Interferoner	som	ble	brukt	
i	dette	forsøket	var	isolert	fra	laks,	og	vil	derfor	ikke	oppfattes	som	fremmedlegeme	av	
immunsystemet.	 Trolig	 vil	 ikke	 muskelceller	 som	 uttrykker	 interferoner	 degraderes.	








Forskjeller	 i	 Mx-uttrykk	 i	 pankreas	 mellom	 fisker	 injisert	 med	 pIFNb	 og	 pIFNc	 kan	
forklares	 med	 at	 ulike	 IFN-I	 undergrupper	 har	 lav	 sekvenslikhet	 og	 binder	 til	 ulike	
reseptorer	(Sun	et	al.,	2009,	Sun	et	al.,	2014).	Både	IFNc	og	IFNb	blir	indusert	via	TLR7,	
men	 IFNb	 har	 trolig	 en	 mer	 spesialisert	 funksjon	 enn	 IFNc.	 IFNb	 blir	 hovedsakelig	
produsert	 ved	 gjenkjenning	 av	 ss-RNA	 i	 spesialiserte	 leukocytter.	 Derimot	 blir	 IFNc	
produsert	av	mange	celletyper	både	ved	gjenkjenning	av	ds-RNA	og	ss-RNA	(Svingerud	
et	al.,	2012).	Tidligere	undersøkelser	utført	med	immunohistokjemi	har	vist	at	pIFNb	gir	
lignende	 nivå	 av	 Mx–protein	 i	 hepatocytter	 som	 IFNc	 åtte	 uker	 etter	 i.m.	 injeksjon.	
Derimot	 ble	Mx	 i	 hjertevev	 sterkere	 uttrykt	 ved	behandling	med	pIFNc	 sammenlignet	
med	 pIFNb	 (Chang	 et	 al.,	 2014).	 Mx	 i	 pankreasvev	 blir,	 i	 likhet	 med	 hjerte,	 sterkere	
uttrykt	i	fisk	injisert	med	pIFNc.	I	vårt	forsøk	ble	det	observert	sterk	ekspresjon	av	Mx-	
protein	 i	 endotelceller,	 endokrine	 celler	 og	 leukocytt-lignende	 celler	 etter	 behandling	




er	 viktige	 komponenter	 i	 det	 medfødte	 immunforsvaret	 (Magnadottir,	 2010).	
Hovedfunksjonen	 til	 endokrine	celler	er	å	produsere	hormoner,	blant	annet	 insulin	og	
glukagon	 (Bruno	 DW.,	 2013).	 Hvorfor	 endokrine	 celler	 hadde	 sterkt	 uttrykk	 av	 Mx-
protein	kan	ikke	forklares	i	dette	forsøket.			
	
Kontrollfisk	 og	 fisk	 injisert	 med	 pIFNa	 hadde	 et	 svakt	 uttrykk	 av	 Mx-protein	 i	
endotelceller,	 eksokrine	 celler	og	 leukocytter	 i	pankreas.	Dette	er	 tidligere	observert	 i	





vist	 at	 monocytter	 uttrykker	 et	 lavt	 basalnivå	 av	 Mx-protein	 (Ronni	 et	 al.,	 1993,	









2002,	 Larsen	 et	 al.,	 2004,	 Robertsen,	 2006,	 Das	 et	 al.,	 2007,	 Chang	 et	 al.,	 2014).	
Cytoplasmiske	og	nukleære	former	av	Mx	er	funnet	i	flere	vertebrater,	blant	annet	rotter	
og	ender	(Meier	et	al.,	1988,	Bazzigher	et	al.,	1993).	 I	ørret	er	det	 funnet	tre	ulike	Mx-
proteiner,	 hvor	 RBTMx1	 og	 RBTMx3	 er	 lokalisert	 i	 cytoplasma,	 mens	 RBTMx2	 er	
lokalisert	i	cellekjernen	(Trobridge	et	al.,	1997).	Å	inneha	ulike	former	for	Mx-proteiner	
basert	på	sub-cellulær	lokalisasjon	kan	være	en	fordel,	da	det	kan	bidra	til	å	bekjempe	
virus	 som	replikerer	 i	 nukleus	og	virus	 som	replikerer	 i	 cytoplasma	 (Haller	og	Kochs,	


















ble	 patologiske	 forandringer	 undersøkt.	 Resultater	 fra	 qPCR	 og	 histopatologi	 viste	 at	
kontrollgruppene	 (injisert	med	PBS	 eller	 kontrollplasmid)	 hadde	 høye	 nivåer	 av	 SAV-
partikler	i	blodet	og	uttalte	forandringer	i	pankreas	og	hjerte	som	var	forenelig	med	PD.	
Virusinfeksjon	var	dermed	vellykket.	 I.m.	 injisering	av	pIFNa	ga	 ingen	beskyttelse	mot	
SAV3-infeksjon,	 da	 verken	 resultater	 fra	 qPCR	 eller	 histopatalogi	 var	 forskjellige	 fra	
kontrollgrupper.	 Fisk	 injisert	med	 pIFNb	 hadde	 signifikant	 lavere	 virusmengde	 i	 blod	
sammenlignet	 med	 kontrollgruppe	 (p<0,05).	 Til	 forskjell	 fra	 kontrollgrupper	 ble	 det	
observert	noen	 intakte	 eksokrine	 celler	 i	 pankreas	og	 færre	nekroser	 i	 hjerte	hos	 fisk	
stimulert	med	pIFNb.	Til	tross	for	dette	var	skader	i	vev	så	uttalte	at	majoriteten	av	fisk	
ble	 gradert	 til	 score	 3	 i	 affisert	 vev.	 Fisk	 injisert	 med	 pIFNc	 hadde	meget	 signifikant	
lavere	mengde	 viruspartikler	 i	 blodet	 sammenlignet	med	kontrollgrupper	 (P<0,0001),	
og	 signifikant	 lavere	 enn	 IFNb	 (p<0,05).	 Majoriteten	 av	 fisk	 i	 pIFNc-gruppe	 hadde	
moderate	 forandringer	 i	 affisert	 vev.	 Resultatene	 tyder	 på	 at	 pIFNb	 kan	 ha	 dempet	
virusreplikasjonen	noe	i	viremisk	fase,	men	siden	patologiske	endringer	var	uttalte	har	
ikke	 beskyttelse	 vært	 sterk	 nok	 til	 å	 til	 å	 hemme	 virusreplikasjonen	 i	 målvev.	 Fisk	
injisert	 med	 pIFNc	 har	 vært	 bedre	 beskyttet	 mot	 SAV3-virus	 sammenlignet	 med	 de	
andre	 fiskegruppene.	 Behandling	med	 pIFNc	 har	 imidlertid	 ikke	 etablert	 et	 antiviralt	
forsvar	som	har	gitt	full	beskyttelse	mot	infeksjonen,	da	både	pankreas	og	hjerte	hadde	
patologiske	forandringer	forårsaket	av	SAV.	
Mildere	 forandringer	 i	 pankreas	 hos	 fisk	 behandlet	 med	 pIFNc	 samsvarte	 godt	 med	
resultater	i	del	en	av	forsøket,	da	det	ble	observert	høyest	oppregulering	av	Mx-mRNA	
og	 Mx-protein	 i	 denne	 gruppen.	 Dette	 indikerer	 at	 mengde	 Mx-protein	 (og	 andre	
antivirale	proteiner)	har	betydning	 for	utfall	av	SAV3-infeksjon.	Det	at	en	 ikke	oppnår	










Det	 var	 kun	 var	 fisker	 i	 pIFNc-gruppe	 som	 fikk	 lavere	 patologisk	 score	 enn	 3.	 Dette	
samsvarer	 godt	 med	 tidligere	 undersøkelser	 som	 viser	 at	 pankreas	 trolig	 er	
foretrekkende	vev	for	SAV3-replikasjon,	og	det	er	det	første	vevet	der	skade	detekteres	
(McLoughlin	et	al.,	2002,	Xu	et	al.,	2012a).	Siden	det	ikke	ble	observert	akutt	nekrose	i	
pankreas,	 tyder	dette	på	 at	 akutt	 stadium	var	passert	 i	 alle	 gruppene.	Da	det	 ikke	ble	
funnet	 patologiske	 endringer	 i	muskel	 tyder	 det	 på	 at	 fisk	 var	 i	 sub-akutt	 stadium	 av	
sykdom	etter	tabell	1.		
Både	fisk	fra	pIFNb-gruppe	og	særlig	pIFNc-gruppe	hadde	intakte	eksokrine	celler	igjen	
i	 pankreas.	 Disse	 cellene	 kan	 ha	 klart	 seg	 gjennom	 hele	 infeksjonen	 på	 grunn	 av	 et	
forsterket	 antiviralt	 forsvar	 forårsaket	 av	 pIFN.	 Intakte	 eksokrine	 celler	 kan	 også	 ha	
vært	regenererte	celler.	Hvor	raskt	vev	regenereres	etter	PD-utbrudd	er	varierende	og	
kan	 korrelere	 med	 alvorlighetsgrad	 på	 utbrudd	 samt	 miljømessige	 faktorer.	
Regenerering	av	eksokrine	celler	kan	skje	i	løpet	av	to	uker,	men	det	kan	også	ta	opp	til	
tre	måneder	 før	 regenerering	observeres	 (Mcvicar,	 1987).	Under	opplæring	med	 Jinni	
Gu	ble	det	lagt	vekt	på	å	se	etter	eksokrine	celler	i	mitose	som	et	tegn	på	regenerering.	I	
enkelte	 celler	 ble	 det	 funnet	 deling	 av	 cellekjerne	 (Figur	 20).	 Disse	 cellene	 var	 trolig	
under	 mitose,	 men	 majoriteten	 av	 cellene	 viste	 ikke	 tegn	 til	 dette.	 Det	 er	 derfor	





sparsomme	 forandringer	 i	 muskulatur	 har	 hatt	 områder	 der	 muskelceller	 har	 vært	





en	viss	 terskelverdi	 for	 å	 forårsake	patologiske	 endringer	 i	 vev	 (Xu	et	 al.,	 2012a).	Det	








etter	 infeksjon	 med	 SAV3.	 Kontrollgrupper	 og	 pIFNa-gruppe	 hadde	 ingen	 eller	 få	
leukocytter	 i	 pankreas,	 mens	 det	 ble	 observert	 massiv	 infiltrasjon	 av	 leukocytter	 i	
pankreasvev	 i	 pIFNb-	 og	 pIFNc-gruppe.	 Det	 er	 tidligere	 vist	 stor	 variasjon	 i	
tilstedeværelse	 av	 leukocytter	 i	 pankreas	 ved	 SAV-infeksjon	 (McLoughlin	 et	 al.,	 2002,	
Desvignes	 et	 al.,	 2002,	 Taksdal	 et	 al.,	 2007,	 Xu	 et	 al.,	 2012a).	 Hvilke	 betydning	
leukocytter	har	i	pankreasvev	etter	SAV-infeksjon	er	uviss.	Ved	histopatologi	observeres	
normalt	 leukocytter	 etter	 akutt	 stadium	 og	 de	 er	 trolig	 viktig	 for	 å	 fjerne	 døde	 celler	
samt	 å	 bygge	 opp	 nye	 celler.	Men	 regenerasjon	 kan	 i	 enkelte	 tilfeller	 forekomme	helt	
uten	tilstedeværelse	av	leukocytter	(Jinni	Gu,	personlig	meddelelse).		
Ingen	 av	 interferonene	 i	 dette	 forsøket	 ga	 full	 beskyttelse	 mot	 SAV3-virus.	 In-vitro	
forsøk	 har	 vist	 at	 IFN	 har	 en	 sterk	 inhiberende	 effekt	 på	 SAV3-replikasjon,	 men	
behandlingstidspunkt	er	viktig.	Jo	senere	behandling	med	IFN	jo	mindre	beskyttelse	mot	
SAV	 (Xu	et	 al.,	 2010,	 Sun	et	 al.,	 2011).	 I	 vårt	 forsøk	ble	 fisk	 smittet	med	SAV3-virus	 ti	
uker	etter	i.m.	injeksjon	av	pIFN,	og	rett	før	smitte	ble	det	bekreftet	et	økt	uttrykk	av	Mx-
protein	i	eksokrine	celler	i	pankreas.	Økt	uttrykk	av	Mx-protein	tyder	på	et	økt	antiviralt	
forsvar.	Effekten	av	et	økt	antiviralt	 forsvar	har	 i	 vårt	 forsøk	 ikke	vært	 sterk	nok	 til	 å	
stoppe	virusinfeksjonen.	Det	 er	 tidligere	vist	 at	 flere	virus	har	 evne	 til	 å	hemme	ulike	
deler	 av	 interferonsystemet	 (Weber	 og	 Haller,	 2007).	 Mekanismene	 som	 fører	 til	
hemming	av	medfødt	immunforsvar	kan	influere	utfallet	av	infeksjonen,	ved	at	virus	er	i	
stand	 til	 å	 replikere	 i	 celler	 selv	om	vertens	 immunforsvar	er	 intakt	 (Workenhe	et	 al.,	














Det	 er	 velkjent	 at	 IFN-I	 etablerer	 et	 antiviralt	 stadium	 i	 uinfiserte	 celler	 ved	
virusinfeksjon.	 Interferoner	 og	 deres	 virkningsmekanismer	 er	 viktigst	 i	 tidlig	 del	 av	
virusinfeksjon,	før	det	adaptive	immunresponsene	har	reagert,	men	kan	også	bidra	til	å	
sette	 i	 gang	 adaptive	 immunresponser	 (Samuel,	 2001,	 Robertsen,	 2006,	 Chang	 et	 al.,	
2015).	Hos	mennesker	benyttes	IFN-I	(IFN-α)	hovedsakelig	til	behandling	av	pasienter	
med	 kronisk	 hepatitt	 C	 virus	 (George	 et	 al.,	 2012).	 Rekombinant	 IFN-α	 har	 også	 vist	
beskyttende	 effekt	 mot	 influensavirus	 hos	 flere	 vertebrater,	 blant	 annet	 kylling	 og	
marsvin	(Van	Hoeven	et	al.,	2009,	Meng	et	al.,	2011).	Dessverre	er	det	svært	kostbart	å	
produsere	rekombinante	IFN	i	 tillegg	til	at	de	degraderes	raskt.	Dette	gjør	at	de	er	 lite	
egnet	 i	oppdrett	av	 fisk	der	det	kreves	 langvarig	beskyttelse	og	kosteffektive	vaksiner.	
Som	nevnt	tidligere	er	det	vist	at	pIFNc	gir	beskyttelse	mot	ILAV	i	minst	åtte	uker	og	det	




Pankreassykdom	 er	 den	 mest	 tapsbringende	 virussykdommen	 i	 norsk	 fiskeoppdrett.	
Tross	 iherdig	 arbeid	 utført	 av	 næring	 og	 forvaltning	 som	 inkluderer	 en	 rekke	
smitteforebyggende	tiltak	samt	bekjempelsesstrategier	har	antall	utbrudd	av	PD	har	økt.	
Nye	 løsninger	 –	 som	 å	 benytte	 IFN	 som	 immunostimulant	 kan	 muligens	 bidra	 til	 å	
forebygge	sykdommen.	
Å	 utvikle	 effektive	 DNA-vaksiner	 mot	 flere	 fiskepatogener,	 for	 eks.	 PD,	 IPNV,	 ILA	 og	





pIFNc	 kanskje	 kan	 være	 en	 viktig	 komponent	 i	 en	 DNA-vaksine	 mot	 PD.	 IFNc	 som	







Responsmekanismer	 involvert	 hos	 vert	 i	 forsvar	 mot	 virus	 er	 bestemt	 av	 komplekse	
interaksjoner	 mellom	 vert	 og	 virus.	 I	 oppdrett	 kan	 uheldige	 forhold	 som	 stress	 og	
infeksjon	 svekke	 fiskens	 førstelinjeforsvar,	 og	 dermed	 gjøre	 den	 mer	 mottakelig	 for	
infeksjon	 (Robertsen,	 2008).	 Det	 er	 mange	 faktorer	 som	 bestemmer	 utfallet	 ved	 PD-
utbrudd,	det	er	blant	annet	blitt	rapportert	at	anlegg	med	IPN-utbrudd	har	større	risiko	
for	å	få	PD-utbrudd.	Under	enkelte	omstendigheter	kan	sykdommer	som	HSMB,	CMS	og	
gjelleinflammasjon	 også	 influere	 utfall	 på	 PD-utbrudd	 (Mcvicar,	 1987,	 Jensen	 et	 al.,	
2012).	Dette	 tyder	på	at	 fisk	som	allerede	har	et	svekket	 immunforsvar	kan	være	mer	
mottakelig	 for	 PD.	 En	 positiv	 egenskap	med	 å	 bruke	 IFN	 som	 immunostimulant	 i	 PD-
vaksine	 er	 induksjon	 av	 et	 bredt	 spekter	 av	 antivirale	 gener	 som	 også	 etablerer	 et	
antiviralt	 forsvar	 mot	 andre	 virussykdommer.	 Dette	 kan	 kanskje	 føre	 til	 at	 fisk	 blir	
mindre	mottakelig	for	PD	som	sekundærinfeksjon.				
	
	I	 eksperimentelle	 forsøk	 har	 fisk	 vesentlig	 bedre	 forhold	 enn	 fisk	 i	 kommersielt	
oppdrett,	 da	 oppdrettsfisk	 er	 mer	 eksponert	 for	 flere	 stressfaktorer	 som	 naturlig	
eksponering	av	patogener,	plassmangel	og	vannstrømmer	(Herath	et	al.,	2013).	Det	er	
kan	være	en	av		grunnene	til	at		flere	forsøk	har	gitt	gode	resultater	eksperimentelt,	men	
ikke	 i	 felt	 (Gomez-Casado	et	al.,	2011).	Det	er	derfor	viktig	å	undersøke	om	pIFNc	har	
like	 beskyttende	 effekt	 når	 fisk	 eksponeres	 for	 stressfaktorer	 som	 forekommer	 i	
kommersielt	 oppdrett.	 I	 tillegg	må	 det	 undersøkes	 om	 bruk	 av	 IFN	 som	DNA-vaksine	
eller	 som	 adjuvant	 i	 DNA-vaksine	 kan	 gi	 uønskede	 effekter.	 Deriblant	 må	 eventuelle	










• pIFNb	 og	 pIFNc	 virker	 systemisk	 og	 fører	 til	 signifikant	 oppregulering	 av	 Mx-
mRNA	og	ekspresjon	av	Mx-protein	 i	pankreas.	pIFNa	virker	 ikke	 systemisk	da	




blod	 sammenlignet	 med	 kontrollgrupper	 etter	 SAV3-infeksjon.	 Det	 var	 lavere	
virusmengde	i	blod	hos	fisk	 injisert	med	pIFNc	enn	hos	fisk	 injisert	med	pIFNb.	
Det	 var	 ingen	 signifikante	 forskjeller	 i	 virusmengde	 mellom	 pIFNa-gruppe	 og	
kontrollgruppe.	Dette	 tyder	på	at	pIFNb	og	pIFNc	kan	ha	 indusert	et	 forsterket	
antiviralt	forsvar	i	viremisk	fase.	
	
• All	 fisk	 i	 pIFNa	 -gruppe	 og	 majoriteten	 av	 fisk	 i	 pIFNb-gruppe,	 hadde	 uttalte	



































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Fisk nr: Pankreas Hjerte  Muskel 
1 3 3 0 
2 3 3 0 
3 3(L) 3 0 
4 3 3 0 
5 3 3 0 
6 3 3 0 
7 3 3 0 
8 3(L) 2/3 0 
9 3 3 0 
10 3 3 0 
11 3 3 0 
12 3 3 0 
13 3 3 0 
14 3 3 0 







Fisk nr: Pankreas Hjerte  Muskel 
1 3 3 0 
2 3 3 0 
3 3 3 0 
4 3 3 0 
5 3(L) 3 0 
6 3 3 0 
7 3(L) 3 0 
8 3 3 0 
9 3 3 0 
10 3 3 0 
11 3 2/3 0 
12 3 3 0 
13 3 3 0 
14 3 3 0 












Fisk nr: Pankreas Hjerte  Muskel 
1 3  3  0 
2 3(L) 3 0 
3 3 3 0 
4 3 3 0 
5 3 3 0  
6 3 3 0 
7 3 (L) 3 0 
8 3 3 0 
9 3 3  0 
10 3 3 0 
11 3 3 0 
12 3 3 0 
13 3(L) 3 0 
14 3(L) 3 0 







Fisk nr: Pankreas Hjerte  Muskel 
1 2/3(L) 2 0 
2 3(L) 2 0 
3 3  3 0 
4 2/3(L) 3 0  
5 3 3 0  
6 3(L) 3 0 
7 3(L) 2/3 0 
8 3(L) 3 0 
9 3(L) 3  0 
10 3(L) 2/3 0 
11 3(L) 3 0 
12 3(L) 3 0 
13 3(L) 3 0  
14 3(L) 3 0 













Fisk	nr:	 Pankreas	 Hjerte		 Muskel	
1 2(L) 2 0 
2 3 3 0 
3 2(L) 2 0 
4 1/ 2(L) Ødelagt 0 
5 1(L) 2 0  
6 2/3(L) 2 0 
7 2(L) 2 0 
8 1/ 2(L) 2 0 
9 3(L) 3  0 
10 3(L) 2 0 
11 2(L) 1 0 
12 3(L) 1/2 0 
13 2(L) 1/2 0 
14 2(L) 2 0 
15 2/3(L) 2 0 
	
	
	
